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Irnmunoglobulin　E　（IgE）　antibodies　play　a　maj　or　role　in　allergic　diseases．　lt　is　known　that　lgE
production　is　regulated　by　intercellular　interactions　and　various　cytokines　such　as　IL－4．　ln　an
attempt　to　further　clarify　the　factors　involved　in　lgE　production，　we　measured　lymphocyte　surface
markers　in　asthma　patients．　A　total　of　40　patients　with　DF　and　HD　positive　atopic　asthma　were
divided　into　2　groups；the　high　lgE　group　consisting　of　20　patients　with　serum　lgE　levels　1850　IU／ml
or　more　and　the　low　lgE　consisting　of　20　patients　with　serum　lgE　levels　350　IU／ml　or　less．　Surface
markers　of　peripheral　blood　lymphocyte　（CD4／CD8，　CD23／CD21，　CD21／CD25，　and　CD23／CD25）
were　assessed　in　both　groups　by　two－color　flow　cytometry．　The　proportion　of　CD23／CD21　double
positive　cells　in　the　high　lgE　group　was　significantly　greater　than　that　in　the　low　lgE　group　（p　〈
O．Ol）．　A　positive　correlation　was　found　between　the　lgE　level　and　the　proportion　of　CD23／CD21
double　positive　cells．　CD23　and　CD21　have　a　receptor－ligand　relationship　and　have　been　suggested
to　be　linked　with　lgE　production．
　The　present　results　suggest　that　in　high　lgE　cases，　CD23／CD21　double　positive　cells　are　associated
with　autonomous　lgE　production　by　B　cells　in　an　antocrine　loop．　However，　clarification　of　the　role
of　these　cells　will　require　further　studies　including　their　precise　identification．
はじめに
　免疫グロブリンE（lgE）抗体は気管支喘息をは
じめとして，アレルギー性疾患の発症や病勢に重要
な役割を果たしている．IgE抗体産生には，　CD40－
CD40しなどを介するT細胞とB細胞の相互作用，
EBVやグルココルチコイドを介するT細胞非依存
的機序，およびIL－4，　IL－13などのT細胞由来のサ
イトカインが関与している1）．IL－4はB細胞を刺激
しIgE産生を誘導させる最も重要なサイトカイン
として知られている2）3）とともに低親和性IgE受容
体（FcεRII）であるCD23の発現を増強する2）4）．
（1994年12月13日受付，1994年12月27日受理）
Key　words：免疫グロブリン（lmmunoglobulin　E（IgE）），
Cytometry），CD　21　（CD　21），　CD　23　（CD　23）
トゥーカラーフローサイトメトリー（Two－color　Flow
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CD23は活性化されたB細胞，樹状突起細胞
（FDC），単球，好酸球などに発現し，プロテアーゼ
作用により可溶性CD23が産生される5）6）．また
CD23はIgE抗体のFc部分と結合するとともに
CD21のリガンドとして作用している7）8）．　FDC上の
CD23及び可溶性CD23はIgE抗体産生の増強5）9｝，
B細胞の増殖促進および胚中心B細胞のアポトー
シスの抑制等に関与していることが知られてい
る10）．CD21はCD23とリガンドー受容体の関係にあ
るとともに補体およびEBVの受容体としても機能
している．この分子もB細胞増殖の調節に寄与して
いることが示されている10）．我々はin　viVOにおけ
るIgE抗体産生調節機構を明らかにする目的でそ
の第一歩として，血清IgEレベルの高い症例と低い
症例についてリンパ球細胞表面分子の比較，検討を
試みた．我々はアトピー性気管支喘息患者の血清中
のIgE抗体レベルを検討している中で，コナヒョウ
ダニ（Dermatophagoides　farinae；以下DF），ハウ
スダスト（室内塵；以下HD）陽性患者で血清総：IgE
値が大きく異なる群が存在することに注目し，血清
総IgE値の高い群（High　IgE群）と，正常値を示
す群（Low　lgE群）に分け，それぞれの末梢血にお
けるリンパ球表面マーカーをTow－color解析によ
り測定し，IgE抗体産生との関連を検討した．また
同時に末梢血好酸球面，DFおよびHD特異IgE抗
体，IgG　1～4，　DFおよびHD特異IgG　4抗体を測
定しHigh　IgE群とLow　IgE群について各々比較
検討した．
対 象
Table　1　Patient　Profile
　平成5年5月から12月までの8カ月間，東京医科
大学病院内科を受診した気管支喘息患者のうち，
DF，　HD特異的IgE抗体がCAP・RASTスコアー
3以上（PRU　4．09　U／m1以上）を呈するアトピー型
気管支喘息40名（男25名，女15名）を対象とした．
そのうち，血清総IgE値が18501U／m1以上（1850
～125001U／m1，平均4150．0±2848．O　IU／ml）の20
名（男11名，女9名）をHigh－IgE群（以下H群），
3501U／ml以下（13～3501U／ml，平均109．4±78．1
1U／m1）の20名（男14名，女6名）をlow－IgE群
（以下L群）とし両為を比較検討した．
　対象としたH群，L群を比較すると（Table　1），
気管支喘息の平均初発年齢は14．3±15．1歳，20．4±
91．1歳とL群に比しH群が低い傾向に，平均検査
High　lgE　GroupLow　IgE　Group
Number 20 20
Sex ♀9♂11 ♀6　♂14
Age 33．4±10．7 40．2±14．2
Onset　age 14．3±15．1 20．4±19．1
IgE（IU／ml） 4150±2848．5109．4±78．1
Eo（／μ1） 498．5±297．8329．3±175．9
FEVL。％ 62．1±11．9 68．6±11．9
Respiratory2．29±0．99 2．10±1．15
ressance
（cmH、0／1／sec）
時年齢も33．4±10．7歳，40．2±14．2歳とH群が低
い傾向にあったが，いずれも有意差はみられない．
　罹病期間はH群の平均罹病期間は19．15年，L群
では19．35年とほぼ同じであり，両者の間に有意な
差は認められない．
　気管支喘息重症度を1993年度のアレルギー疾患
治療ガイドラインの成人喘息の重高度により分類す
ると，H群のうち17人が軽症，3人が中等症，：L群
では，18人が軽症，2人が中等症であり，両群間の
重症度に差はない．
　治療内容を比較すると気管支拡張剤（キサンチン
誘導体，β刺激剤）内服中の患者がH群で16人，
L群で16人であり，H群の残り4人のうち2人は，
アレルギー剤内服及びβ刺激剤吸入頓用で症状
がコントロールされており，あとの2人と，L群の
残り4人は，β刺激剤吸入頓用のみでコントロール
されている．一心ステロイド剤内服はH群で1人の
み（5mg／day）間歌的に服用しているが，　L群では
内服患者はいない．吸入ステロイド剤は，200～600
μg／dayをH群で8人，　L群で7人使用している．
　以上の検討で，H群L群間の臨床的背景に大き
な差異はないことより以下の研究を進めた．
方 法
1993年5月から12月の8カ月間，外来受診時の
非発作時に末梢血を採取し，フローサイトメトリー
によるリンパ球表面マーカーのTwo－color解析を
直接法及び間接法で行った．検討したTwo－color解
析の組み合わせば，CD8／CD4，　CD23／CD21，　CD25／
CD21，　CD23／CD25である．
　同時に，末梢血好酸球数（実数），血清総IgE値，
DF，　HD特異IgE抗体値，　IgGサブクラス分画（IgG
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1～G4），　DF，　HD特異IgG　4抗体値を測定した．
　1）　リンパ球表面マーカーのTwo・color解析
①直接法によるTwo℃olor解析（CD8／CD4，
CD25／CD21）
　患者末梢血を100μ1サンプリングし，蛍光色素
（Fluorescein　isothiocyanate（以下FITC）および
Phycoeythrin（以下PE））で標識されたモノクロー
ナル抗体を加え，4℃で30分インキュベートし，ラ
イジングを加え室温で10分間静置し，赤血球を溶血
させる．1，500rpmで5分間遠心した後，適当量の
ライジングに浮遊しフローサイトメトリーで測定を
行った．
②間接法によるTwo－color解析（CD23／CD21，
CD23／CD25）
　患者末梢血を100μ1サンプリングし，PBSで2
度遠心洗浄したのち，抗体（CD23）を加え4℃で30
分インキュベートする．再びPBSで2度遠心洗浄
したのち，二次抗体とPE標識抗体を添加し，4℃で
30分インキュベートを繰り返す．ライジングを加え
室温で10分間静置し，赤血球を溶血させる．1，500
rpmで5分間遠心した後，適当量のライジングに浮
遊しフローサイトメトリーで測定を行った．
③表面マーカー検出に用いたモノクローナル抗体
及び計測機器
　CD4，　CD8はベクトン・ディキンソン自製FITC
標識抗Leu3a，　FITC標識抗Leu2aを，　CD21はオ
ソミューン社製OKB7PE標識抗体を，　CD23はコ
ルター・イムノロジー社製B6を，CD25はベクトン・
ディキンソン社製PE標識抗インターロイキン2受
容体抗体を用いた．
　計測に用いたフローサイトメトリーは日本分光工
業FCMIDを用いた．
　2）　末梢血好酸球数（実数）
　抗凝固剤（EDTA－2K）を加えた，患者末梢血2ml
を東亜NE－8000による自動計数法を用いて測定し
た．
　3）血清総IgE値，特異IgE抗体値
　血清総IgE値をRIST法（Radioimmunosorbent
test）で，　DF，　HD特異IgE抗体値はファルマシア
社CAP－RAST法で測定した．
　4）IgGサブクラス分画
　IgG　1，　IgG　2，　IgG　3，　IgG　4に対するモノクロー
cetl／mm3
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Fig．1Two　color　FCM　analysis　of　CD　8／40f　peripheral　blood　cells　from　high　IgE　and　low　IgE　atopic
　　asthma　patients
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ナル抗体はOxoid社製，抗ヒトIgG抗体（Fcフラ
グメント特異性，ヤギポリクローナル）およびper－
oxidase標識抗ヒトIgG抗体（γ鎖特異性，　Fcフ
ラグメント）はCappel社製を用いた．平底96ウェ
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より分別定量した．
　5）　DF，　HD特異IgG　4抗体
　アレルゲンであるDF，　HD（鳥居薬品K．K．製）
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Fig．2Two　color　FCM　analysis　of　CD　23／210f　peripheral　blood　cells　from　high　IgE　and
　　low　IgE　atopic　asthma　patients
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を物理吸着法により固相とし，50倍に希釈した被検
血清を加え，アレルゲンーアレルゲン特異IgG　4抗体
複合物を形成させる．これにペルオキシダーゼ標識
マウス抗ヒトIgG　4抗体（ヤマサ醤油K．K．製）を
反応させ，アレルゲンーアレルゲン特異IgG　4抗体一
標識抗体複合物とする．未反応物を除去後，酵素活
性を吸光度計で計測した．測定結果の表示法は卵白
アルブミン特異IgG　4抗体陽性血清を標準血清とし
Reference　unitに換算しU／mlで表示した．統計は
Wilcoxon検定を用いた．
結 果
　1）　リンパ球表面マーカーのTwo・color解析
　細胞表面マーカーの各組み合わせを各群で，それ
ぞれリンパ球実数とパーセント双方について比較を
した．
　CD8／CD4では，　H群とL群の間に，実数，パー
セントとも有意な差を認めなかった　（Fig．1）．
CD23／CD21ではCD23一／CD21＋細胞がL群で有
意に高く（p＜0．05，％及び実数），CD23＋／CD21＋
細胞はH群で有意に高い結果を得た（p〈0．01，％
及び実数）（Fig．2）．また血清IgE値（log）と
CD23＋／CD21＋細胞（％及び実数）とは正の相関
を示した（p＜o。01）（Fig．3）．　cD25／cD21では，
CD25＋／CD21＋細胞が両群ともに少数での比較だ
が，H群で有意に高く（p〈0．05，％のみ，　p〈0．01
実数のみ），CD25＋／CD21一細胞もH群で有意に
高かった（p＜o．05，％及び実数）（Fig．4）．　cD23／
CD25ではCD23＋／CD25一細胞がH群で有意に高
かった（p＜o．01，％及び実数）（Fig．5）．
　2）末梢血好酸球数（実数）
　H群の平均が498．5±297。8／μ1，L群は329．3±
175．9／μ1で両群間に有意な差はなかった（Table
1）．
　3）血清総IgE値，特異IgE抗体値
　血清総IgE値はH群で平均4150±2848．51U／
ml，　L群で109．4±78．11U／mlでH群で有意に高
かった（p＜O．Ol）（Table　1）．
　特異IgE抗体値はHDでH群85．5UA／m1，　L
群20．3UA／mlでH群で有意に高く（p＜0．01），DF
でもH群83．1UA／ml，　L群18．2UA／mlとH群で
有意に高かった（p＜0．01）．
　4）IgGサブクラス分画
　IgGサブクラス分画の測定結果について，両二間
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　　and　lgE
で平均値を比較した．IgG　1はH群で8．53±3．02
mg／ml，　L群で725±2．12　mg／dlであった．以下
同じくIgG　2は5．75±2．23　mg／ml，4．12±1．66
mg／ml，　IgG　3はO．39±0．19　mg／ml，0．43±0．17
mg／m1，　IgG　4は0．45±0．21　mg／mI，0．35±0．22
mg／mlであった．　IgG　2，　IgG　4がし群に比べH群
で有意に高い結果であった（p〈o．05）（Fig．6）．
　IgGサブクラスを総IgGに占める百分率（％）で
比較したところ，IgG　1はH群は55．68±11．39％，
L群は59．46±12。31％，以下同じく　IgG　2は
38．49±10．91％，34．02±12．03％，IgG　3は2．74±
1．38％，3．63±1．51％，IgG　4は3．09±1．57％，
2．89±1．68％であった．百分率の比較ではH：群，
L群間で差異はみられなかった．
　5）DF，　H：D特異IgG　4抗体
　DF特異IgG　4抗体はH群1．72±2U／ml，：L群
0．83±1．59　U／ml，　HD特異IgG　4抗体はH群
1．63±1．9U／ml，　L群1。53±1．56　U／m1と双方とも
に有意差は認めなかった．
考 案
　アトピー型気管支喘息の発症・進展にはIgEが重
要な役割を果たしていることが知られている．今回
我々はヒトIgE抗体産生の調節機構を明らかにす
る目的で，DF，　HD特異的IgE抗体陽性のアトピ
ー性喘息患者をIgE高値群，　IgE低値群に分け，　IgE
抗体産生に関与していることが知られているリンパ
球細胞表面マーカーについて検討した．細胞表面マ
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Fig．4Two　color　FCM　analysis　of　CD　25／210f　peripheral　blood　cells　from　high　IgE
　　and　low　IgE　atopic　asthma　patients
一カーとして，IgE産生の増強に関与している
CD23，　CD23　と受容体一リガンドの関係にある
CD21分子に着目した．　IgE高値群では低黒鉱に比
べて，CD23十／CD21十，　CD25十／CD21十，　CD23十／
CD25一細胞の有意の増加が認められた．一方，　T細
胞マーカーであるCD4，　CD8は両群間で有意な差
（6）
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Fig．5Two　color　FCM　analysis　of　CD　23／250f　peripheral　blood　cells　from　high　IgE
　　and　low　IgE　atopic　asthma　patients
は認められなかった．これらの事実はCD23，　CD21
分子がヒト喘息患者のIgE産生においても重要な
役割を果たしているということを示唆している．
　1型アレルギー患者では血中の可溶性CD23濃度
の増加と病勢は相関することが知られている5）9）．今
回の実験：においても，IgE　高値群では　CD23＋，
（7）
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CD23＋／CD21＋細胞の増加が認められた．高値群
の中でも血清IgE値が10，000前後と極めて高い症
例ではCD23／CD21　double　positive細胞の割合が
特に高かった．この事実はアトピー性患者の持続的
なIgE産生にdouble　positive細胞が関与している
ことを示唆している．CD21分子はB細胞，　FDC，
一部のT細胞上に発現されており，CD23分子は活
性化B細胞，FDC，一部のT細胞，マクロファー
ジ，NK細胞などに発現されていることが知られて
いる5）6）．今回の実験では，CD23／CD21　double　posi－
tive細胞を同定することはできなかったが，発現分
布から推察すると，末梢血中に認められた　double
positive細胞はB細胞あるいはT細胞であると推
測される．胚中心（germinal　center）に存在してい
るB細胞（GCC）はLFA－1／ICAM－1等の接着因子
を介してFDCとclusterを形成し，そしてFDC上
のCD23はGCC上のCD21に作用してB細胞の増
殖，分化を促進させることが知られている10）．この
機構も高IgE症例における長期間のIgE産生維持
に関与していると考えられる．今回観察されたH群
でのdouble　positive細胞の増加も前記の機構に関
わって，CD23／CD21がautocrine　loopを形成しB
細胞の増殖，IgEの持続的な産生を誘導していると
考えられる．実際，EBVでトランスフォームされた
B細胞ではCD23／CD21が発現していることが知ら
れている9）．これらのことは既に提唱されている長
寿命抗体産生細胞の働き11）にも関連を持つのでは
ないかと考えられる．
　CD25＋／CD21一細胞がH群で有意に高いこと
については，CD25がリンパ球活性化マーカーであ
ることに関係すると考えられる．
　B細胞上のCD23分子はIL－4，　IL－13，　CD40－L
等の刺激によってup－regulationされる2）．　IL－4，　IL－
13はIgEと共にIgG　4抗体産生を誘導することが
知られている12）．今回，IgE高値群におけるサイト
カイン産生，CD40－L等を直接測定，検討は行って
いないが，H群において血清中のIgG　4が増加して
いることより，H群ではサイトカイン産生の増強が
あったと推測される．細胞膜分子，サイトカイン合
成等の検討は今後の課題である．今回H群でIgG　2
も高値であったことについては更に検討する必要が
ある．
　CD23／CD21　double　positive細胞とIgE産生と
の関わりについては現時点でまだ明らかでない点が
多い．今後，CD23／CD21　double　positive細胞を分
離，精製し，IgE抗体産生系における役割を検討し
たい．
（8）
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ま　と　め
　DF，　HD陽性のアトピー型気管支喘息患者で血清
総IgE高値群と低値群に分け，フローサイトメトリ
ーを用い末梢血リンパ球表面マーカーを　Two－
color解析で比較した．同時に血清IgGサブクラス
の関連についても比較検討した．
　1）IgE高値群，低値群各20名について，　CD4／
CD8，　CD23／CD21，　CD21／CD25，　CD23／CD25の
subset解析を行った結果，　IgE高値群は低値群に比
べ，CD23＋／CD21＋のdouble　positive細胞が多か
った（p＜0．01）．
　2）血清IgGサブクラスとの関連では，　IgE高値
群は低響町に比べ，IgG　2，　IgG　4レベルが高かった．
　稿を終えるにあたり，終始御指導，御校閲下さい
ました東京医科大学内科学教室伊藤久雄教授，免疫
学教室水口純一郎教授，本研究に多大な御協力をい
ただいた当教室アレルギー班の諸先生方，本研究の
測定に御協力頂きましたSRL株式会社の研究員の
方々に深謝いたします．
　なお本論文の要旨は第6回日本アレルギー学会春
期臨床集会，第15回国際アレルギー・臨床免疫学
会議で報告した．
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